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PROCEDE DE SEPARATION CELLULAIRE POUR UISOLATION DE CELLULES PATHOGENIQUES 

^SIfTA^S?u?SglibI. 0UIPEMENT CT REACT,F P0UR LA M,SE EN SSSSW 

tLa presente invention concerne un procSde de s6pa- 
>n cellulaire pour I'isolation de cellules pathogeniques 
presentes en tres faible concentration dans un echantillon 
de liquide biologique caracterise en ce que I'on procede a la 
filtration de rechantillon de liquide biologique a I'aide d'un fil- 
tre presentant une porosite de comprise entre 5 et 10 urn, 
ainsi qu'un proc6d6 de detection de cellules, les r§actifs 
pour la mise en oeuvre de ces proc6d6s et les applications 
de ces procedes. 
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PROCEDE DE SEPARATION CELLULAIRE POUR 
L' ISOLATION DE CELLULES PATHOGENIQUES , NOTAMMENT 
CANCEREUSES RARES, EQUI PEMENT ET REACTIF POUR LA MISE EN 
(EUVRE DU PROCEDE ET APPLICATION DU PROCEDE. 

La presente invention concerne le domaine de la 
detection de cellules cancereuses circulantes dans un 
liquide biologique, notamment dans le sang ou dans le 
liquide cephalo-rachidien . 

L' invention concerne plus particulierement la 
detection de cellules pathologiques telles que des 
micrometastases, pouvant diffuser spontanement apres une 
intervention chirurgicale, en particulier 1' ablation d'un 
organe cancereux, ou des cellules lymphocytes infectees par 
des virus . 

La detection precoce des micrometastases permet 
d'evaluer les risques de dissemination et d' apparition de 
cancers secondaires. La difficulty de la detection de 
telles micrometastases provient de la tres faible quantite 
de cellules presentes dans un echantillon de sang. 

La detection precoce de lymphocytes infectees 
par des virus permet de proceder a une detection indirecte 
et precoce de maladies virales. 

Pour separer de tels evenements rares, on a 
propose dans l'art anterieur de proceder prealablement a un 
marquage cellulaire. En particulier, on a propose de fixer 
specifiquement les cellules cancereuses sur des billes 
magnetiques. On utilise egalement les trieurs de cellules 
ou encore la methode PCR (Polymerase Chain Reaction) . Ces 
methodes sont longues et peu exploitables en routine. 

De plus de telles solutions sont relativement 
difficiles a mettre en oeuvre en raison de differents 
artefacts propres a ces procedes . Une des difficultes 
provient par exemple de 1 ' agglomeration de billes et du 
masquage des cellules fixees sur des billes, par les billes 
magnetiques excedentaires . De fait, cette methode n'est pas 
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applicable de fagon satisf aisante car elle rend difficile 
l'acces a la morphologie des cellules. 

Le but de 1* invention est de remedier a ces 
inconvenients en proposant un procede facile a mettre en 
oeuvre, presentant une plus grande fiabilite que les 
methodes de l'art anterieur et permettant la confirmation 
du diagnostic par faeces a la morphologie cellulaire comme 
les anatomopathologistes en ont la pratique. 

L' invention vise selon son acception la plus 
generale un procede de separation, et en particulier un 
procede de detection de cellules rares . Elle consiste a 
traiter 1 ' echantillon biologique afin de modifier de fagon 
dif ferentielle les cellules rares recherchees d'une part et 
les autres cellules d'autre part, et a assurer une 
migration dif ferentielle des cellules ayant reagi avec le 
reactif, par rapport aux cellules n'ayant pas reagi. 

A cet effet, 1 1 invention concerne un procede de 
separation cellulaire pour 1 1 isolation de cellules 
pathogeniques presentes en tres faible concentration dans 
un echantillon de liquide' biologique caracterise en ce que 
l'on procede a la filtration de 1 ' echantillon prealablement 
a l'aide d ■ un filtre presentant une porosite comprise entre 
5 et 10 pm. 

Par "liquide biologique", on entendra, au sens 
du present brevet, le sang et ses derives (plasma, serum), 
ainsi que le liquide cephalo-rachidien , le liquide 
lymphatique et le liquide articulaire. 

Par "cellules pathogeniques" on entendra, au 
sens du present brevet, des cellules presentant un etat 
anormal revelateur d'une maladie, et en particulier : 

- des cellules epitheliales 

- des cellules endothelials 

- des micrometastases 

- des cellules infectees par un virus. 
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A titre d'exemple, 1 • invention permet de 
detecter des micrometastases dans un echantillon de sang, 
ou des cellules infectees par le virus de 1 'hepatite B ou 
de 1 'hepatite C dans un liquide biologique, ou encore des 
cellules infectees dans un echantillon de liquide cephalo- 
rachidien. 

De preference, on procede a la filtration de 
1' echantillon avec un filtre presentant des pores d' environ 
8 um. 

Selon un mode de mise en oeuvre prefere, on 
procede avant 1 • etape de filtration a une etape de 
preparation de 1 ' echantillon consistant a additionner a 
1 'echantillon de sang un reactif de lyse des globules 
rouges et de durcissement differentiel des cellules 
etrangeres au sang. La fonction de ce reactif est de 
proteger les cellules nuclees du sang, en preservant leur 
deformabilite, et de rigidifier les cellules etrangeres, 
notamment les cellules riches en cytokeratine . 

Les cellules du sang peuvent ainsi, du fait de 
leur souplesse, traverser' le filtre nonobstant une section 
nominale superieure a la porosite du filtre, par 
deformation de la membrane. Les autres cellules sont 
arretees par le filtre, meme si leurs dimensions sont " 
comparables aux cellules cibles, en raison de la 
rigidif ication de la membrane. 

Selon une variante preferee, on additionne a 
1 * echantillon de sang un reactif compose d'EDTA, de serum 
albumine bovine, de Saponine, de formaldehyde et de PBS. 

Avantageusement, le procede comporte une etape 
de preparation de 1 ' echantillon consistant a additionner a 
une unite d ' echantillon de sang a neuf unites de reactif de 
lyse des globules rouges et de fixation des cellules 
nuclees et en ce que 1 • on laisse incuber ladite preparation 
pendant 15 minutes environ. 
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Selon un mode de realisation prefere, la 
filtration s'effectue sous une depression d* environ 50000 
Pa. 

Selon une autre variante avantageuse, on 
5 procede a 1' agitation de 1 * echantillon au-dessus du filtre. 

L' invention concerne en particulier un procede 
de detection de la presence de cellules susceptibles d'etre 
presentes entre tres faible concentration dans un 
10 echantillon de liquide biologique caracterise en ce qu'il 

comporte les etapes consistant a : 

- faire reagir un reactif specifique aux particules a 
detecter, ou, au contraire, aux particules normalement 
presentes dans 1 ' echantillon biologique et susceptible de 

15 masquer la presence de cellules recherchees de maniere a 

modifier les proprietes physiques des cellules ayant 
reagi ; 

- effectuer un enrichissement d'une partie de 1 1 echantillon 
par un processus de selection physique assurant la 

20 migration dif f erentielle des particules ayant reagi avec le 

reactif par rapport aux particules n' ayant pas reagi ; 

- proceder a la revelation de la presence eventuelle des 
particules recherchees dans la partie de 1 1 echantillon 

' enrichie en particules recherchees. 

25 Selon un mode de mise en oeuvre particulier, on 

fait reagir un reactif modifiant la def orrnabili te relative 
des cellules recherchees par rapport a la def orrnabili te des 
cellules susceptibles de masquer les cellules recherchees. 

L' invention concerne egalement un reactif pour 
30 la separation cellulaire caracterise en ce qu'il comporte 

un detergent propre a degrader la membrane lipidique des 
globules rouges, et un fixateur propre a durcir la membrane 
des cellules nuclees. 

Avantageusement, le reactif comporte une partie 
35 au moins des produits suivants : 1 ' EDTA, du BSA, de la 
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Saponine, du Formaldehyde et du PBS , ou des equivalents de 
ces produits. 

Selon un mode de mise en ceuvre particulier, le 
reactif selon 1 'invention est constitue par 372 mg d'EDTA, 
1 g de BSA, 1,75 g de Saponine, 10 ml de Formaldehyde dose 
a 37% et une quantite suffisante de PBS pour realiser 1 1 
de reactif. 

L' invention concerne encore un equipement pour 
la detection de cellules cancereuses dans un echantillon de 
sang caracterise en ce qu'il comporte une membrane de 
filtration presentant une porosite comprise entre 5 et 10 
Vim, et de preference une porosite d' environ 8 urn. 

Selon une variante preferee, 1 ' equipement selon 
1' invention comporte des moyens pour creer un flux 
sensiblement tangentiel a la surface du filtre. 

De preference, il comporte en outre des moyens 
pour creer une depression d' environ 50000 Pa sous le 
filtre. 

Par ailleurs, 1' equipement pour la numeration 
de cellules isolees comporte un filtre presentant une 
porosite d' environ 8 microns et un moyen d' analyse d' image 
du filtrat. 

L ' equipement permet la selection et le recueil 
individuel des cellules a des fins de caracterisation 
ulterieure (par exemple au moyen de la PCR) et il comporte 
un filtre de porosite adapte a la taille des cellules 
cibles . 

L' invention concerne encore 1 ' appl icat ion du 
procede de separation pour la detection de micrometastases 
dans un echantillon sanguin, pour la detection de cellules 
infectees par un virus dans un liquide biologique, pour la 
detection de cellules infectees par un virus dans un 
echantillon de liquide cephalorachidien ou pour la 
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diagnostic et le suivi de rechutes de maladies cancereuses 
ou virales. 

L ' invention permet la detection rapide 
d' infections chez des patients immunodepr imes par 
5 separation cellulaire a partir d 1 un echantillon de liquide 

cephalo-rachidien; ainsi que la prevention, la detection et 
le suivi dans des maladies cancereuses ou virologiques . 

L' invention sera decrite dans ce qui suit a 
titre d ' exemple non limitatif . 
10 On preleve un echantillon de 5 ml de sang 

global, peu de temps apres la prise de sang. 

On addi tionne a cet echantillon 4 5 ml de 
reactif et on laisse reposer pendant 15 minutes. 

Selon une variante de mise en oeuvre, le reactif 
15 est compose comme suit : 

- 372 mg d ' EDTA , commercialise par la societe SIGMA 
sous la reference E5134 

- 1 g de BSA Fraction V (Serum albumine bovine) 
commercialise par la societe SIGMA sous la 

20 reference E4503 

- 1,75 g de Saponine commercialise par la societe 
FLUKA sous la reference 84510 

- 10 ml de Formaldehyde a 37% commercialise par la 
societe MERCK sous la reference 4003 

2 5 - QSP de PBS . 

Le pH est ajuste a 7,2. 

Le PBS est prepare comme suit : 

- 8 g de chlorure de sodium 

- 0 , 2 g de chlorure de potassium 

30 - 2 , 3 g de di-sodium hydrogenophosphate 

- 0,2 g de Potassium dihydrogenophosphate . 
Apres une incubation pendant environ 15 minutes 

a temperature ambiante, on proc^de a la filtration de cette 
preparation sur une feuille de polycarbonate presentant des 
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trous d' environ 8 pm de section. Le filtre est soumis a une 
depression de 1 ' ordre de 50000 Pa. 

La filtration s'effectue a l'aide d ' un 
equipement presentant un recipient dans lequel est deposee 
la preparation de sang et de reactif. Le fond de ce 
recipient est forme par un filtre. Selon une variante, un 
rotor est dispose a 1 1 interieur du recipient. II forme un 
flux tangentiel a la surface du filtre, de facon a 
provoquer le detachement des cellules et eviter le 
colmatage du filtre en cours de filtration. 

On procede ensuite au rincage a l'aide de 5 ml 
d'une solution de chlorure de sodium a 0,9%, a un pH de 7 . 

L * impact est colore avec 1 ml d'acridine a 
0,025% a pH 6,6 (tampon citrate) ou par 1 ml d'iodure de 
propidium 40 ug/ml ( tampo NaCl) durant 10 mn . Pendant la 
coloration, le filtre formant le fond du recipient est 
obture pour eviter la perfusion du liquide. Le filtre est 
ensuite rinc4 par 1 ml de tampon citrate Ph 3. 

Les cellules ainsi isolees peuvent ensuite 
faire l'objet d'un comptage par un systeme d'imagerie, par 
microscopie ou par un systeme de comptage de photons a 
large champ. 

Elles peuvent egalement etre recuperees pour 
une amplification par PCR de l'ADN des cellules isolees. 

Les cellules isolees peuvent etre marquees ou 
faire l'objet d'une hybridation selective par un reactif 
specif ique type PNA (peptide Nucleic Acids) ou par des 
anticorps monoclonaux. 

L' invention est decrite dans ce qui precede a 
titre d'exemple non limitatif. 



8 



2782730 



REVEND I CAT IONS 

1 -Procede de separation cellulaire pour 
1 ■ isolation de cellules pathogeniques presentes en tres 
faible concentration dans un echantillon de liquide 
biologique caracterise en ce qu'il comporte une etape de 
traitement de 1 1 echantillon biologique afin de modifier de 
fagon dif f erent ielle les cellules rares recherchees d'une 
part et les autres cellules d' autre part, et une etape de 
migration dif f erent ielle des cellules ayant reagi avec le 
reactif, par rapport aux cellules n ■ ayant pas reagi. 

2 -Procede de separation cellulaire pour 
1 1 isolation de cellules pathogeniques presentes en tres 
faible concentration dans un echantillon de liquide 
biologique selon la revendication 1 caracterise en ce que 
l'on procede £ la filtration de 1 1 echantillon de liquide 
biologique a 1 ' aide d'un filtre presentant une porosite de 
comprise entre 5 et 10 um. 

3 - Procede de separation cellulaire selon la 
revendication 2 caracterise en ce que 1 ' on procede a la 
filtration de 1 ' echantillon avec un filtre presentant des 
trous d' environ 8 urn. 

4 -Procede de separation cellulaire selon 
1 ' une quelconque des revendications precedentes caracterise 
en ce que 1 ' on procede avant 1' etape de filtration a une 
etape de preparation de 1 ' echant i 1 Ion consistant a 
additionner a 1 ■ echantillon de sang un reactif de lyse des 
globules rouges et de fixation des cellules nuclees. 

5 -Procede de separation cellulaire selon 
1 ' une quelconque des revendications precedentes caracterise 
en ce que 1 ' on procede avant 1 1 etape de filtration a une 
etape de preparation de 1 • echant i 1 Ion consistant a 
additionner a 1 • echantillon de sang un reactif compose 
d 1 EDTA , de serum albumine bovine, de Saponine, de 
formalhehyde et de PBS. 
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6 -Procede de separation cellulaire selon 
1 ' une quelconque des revendications precedentes caracterise 
en ce que 1 ' on procede avant l'etape de filtration a une 
etape de preparation de 1 1 echantillon consistant a 
additionner a une unite d ' echantillon de sang a neuf unites 
de reactif de lyse des globules rouges et de fixation des 
cellules nuclees et en ce que 1 1 on laisse incuber ladite 
preparation pendant 15 minutes environ. 

7 -Procede de separation cellulaire selon 
I'une quelconque des revendications precedentes caracterise 
en ce que la filtration s'effectue sous une depression 
d* environ 50000 Pa. 

8 -Procede de detection de la presence de 
cellules susceptibles d'etre presentes entre tres faible 
concentration dans un echantillon de liquide biologique 
selon la revendication 1 caracterise en ce qu'il comporte 
les etapes consistant a : 

- faire reagir un reactif specifique aux particules a 
detecter, ou, au contraire, aux particules normalement 
presentes dans 1 1 echantillon biologique et susceptible de 
masquer la presence de cellules recherchees de maniere a 
modifier les proprietes physiques des cellules ayant 
reagi ; 

- effectuer un enrichissement d'une partie de 1 1 echantillon 
par un processus de selection physique assurant la 
migration dif f erentielle des particules ayant reagi avec le 
reactif par rapport aux particules n ' ayant pas reagi ; 

- proceder a la revelation de la presence eventuelle des 
particules recherchees dans la partie de 1 ' echantillon 
enrichie en particules recherchees. 

9 -Procede de detection de la presence de 
cellules susceptibles d'etre presentes entre tres faible 
concentration dans un echantillon de liquide biologique 
selon la revendication 8 caracterise en ce que 1 • on fasse 
reagir un reactif modifiant la def ormabili te relative des 



2782730 



6 -Procede de separation cellulaire selon 
1 ' une quelconque des revendications prec^dentes caracterise 
en ce que 1 ' on procede avant l'etape de filtration a une 
etape de preparation de 1 ' echantillon consistant a 

5 additionner a une unite d ' echantillon de sang a neuf unites 

de reactif de lyse des globules rouges et de fixation des 
cellules nuclees et en ce que 1 1 on laisse incuber ladite 
preparation pendant 15 minutes environ, 

7 -Procede de separation cellulaire selon 
10 l'une quelconque des revendications precedentes caracterise 

en ce que la filtration s'effectue sous une depression 
d' environ 50000 Pa. 

8 -Procede de detection de la presence de 
cellules susceptibles d'etre presentes entre tres faible 

15 concentration dans un echantillon de liquide biologique 

selon la revendication 1 caracterise en ce qu'il comporte 
les etapes consistant a : 

- faire reagir un reactif specifique aux particules a 
detecter, ou, au contraire, aux particules normalement 

20 presentes dans 1 ' echantillon biologique et susceptible de 

masquer la presence de cellules recherchees de maniere a 
modifier les proprietes physiques des cellules ayant 
reagi ; 

- effectuer un enrichissement d'une partie de 1 * echantillon 
25 par un processus de selection physique assurant la 

migration dif f erentielle des particules ayant reagi avec le 
reactif par rapport aux particules n' ayant pas reagi ; 

- proceder a la revelation de la presence eventuelle des 
particules recherchees dans la partie de 1 ' echantillon 

30 enrichie en particules recherchees. 

9 -Procede de detection de la presence de 
cellules susceptibles d'etre presentes entre tres faible 
concentration dans un echantillon de liquide biologique 
selon la revendication 8 caracterise en ce que 1 ' on fasse 

35 reagir un reactif modifiant la def ormabili te relative des 
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reagir un reactif modifiant la def ormabil i te relative des 
cellules recherchees par rapport a la def ormabili te des 
cellules susceptibles de masquer les cellules recherchees. 

10 -Reactif pour la separation cellulaire 
selon le procede conforme a l'une au moins des 
revendications precedentes caracterise en ce qu'il comporte 
un detergent propre a degrader la membrane lipidique des 
globules rouges, et un fixateur propre a durcir la membrane 
des cellules nucleees . 

11 Reactif selon la revendicat ion 10 
caracterise en ce qu'il comporte une partie au moins des 
produits suivants : l'EDTA, du BSA, de la Saponine, du 
Formaldehyde et du PBS, ou des equivalents de ces produits. 

12 Reactif selon la revendicat ion 11 
caracterise en ce qu'il est constitue par 372 mg d'EDTA, 1 
g de BSA, 1,75 g de Saponine, 10 ml de Formaldehyde dose a 
37% et une quantite suffisante de PBS pour realiser 1 1 de 
reactif . 

13 - Equipement pour la separation de cellules 
pathogeniques dans un echantillon de sang caracterise en ce 
qu'il comporte une membrane de filtration presentant une 
porosite comprise entre 5 et 10 microns. 

14 - Equipement pour la detection de cellules 
pathogeniques dans un echantillon de liquide biologique 
selon la revendication 13 caracterise en ce que le filtre 
presente une porosite d' environ 8 microns. 

15 - Equipement pour la detection de cellules 
pathogeniques dans un echantillon de biologique selon la 
revendication 13 ou 14 caracterise en ce qu'il comporte des 
moyens pour creer un flux sensiblement tangentiel a la 
surface du filtre. 

16 - Application du procede de separation selon 
l'une au moins des revendications 1 a 9 pour la detection 
de micrometastases dans un echantillon sanguin. 
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17 - Application du procede de separation 
selon l'une au moins des revendicat ions 1 a 9 pour la 
detection de cellules infectees par un virus dans un 
liquide biologique. 

18 - Equipement pour la numeration de cellules 
cibles isolees par le procede selon l'une au moins des 
revendications 1 a 8 caracterise en ce qu'il comporte un 
filtre presentant une porosite d' environ 8 microns et un 
moyen de comptage de photons a large champs. 

19 - Equipement pour la numeration de cellules 
isolees par le procede selon l'une au moins des 
revendications 1 a 9 caracterise en ce qu'il comporte un 
filtre presentant une porosite d' environ 8 microns et un 
moyen d' analyse d' image du filtrat. 

20 - Equipement permettant la selection et le 
recueil individuel des cellules a des fins de 
caracterisation ulterieure (par exemple au moyen de la PGR) 
et selon le procede comportant l'une au moins des 
revendications 1 a 9 caracterise en ce qu'il comporte un 
filtre de porosite adapte a la taille des cellules cibles. 
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